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 O mercado global de alimentos funcionais é estimado em 33 bilhões de dólares 
anuais. Um grande número de alimentos funcionais tem sido introduzido no mercado. 
Maior atenção tem sido dada aos carboidratos dietéticos, em especial aos 
frutooligossacarídeos (FOS), por possuírem características vantajosas tais como baixas 
calorias e estimular o aumento da população de bifidobactérias do cólon. As 
frutosiltransferases são as enzimas responsáveis pela produção microbiana de FOS, e a 
imobilização de enzimas apresenta-se como um método eficaz e econômico para a 
produção destas substâncias. Como a produção e aplicação de FOS ganharam grande 
importância comercial devido às suas propriedades funcionais favoráveis, a busca de novas 
fontes potenciais de frutosiltransferases passa a ser de grande importância do ponto de vista 
de mercado. Por este motivo, investigou-se a possibilidade de produção de 
frutosiltransferase, realizando-se fermentações em batelada simples por Rhodotorula sp., 
isolada e selecionada no Laboratório de Engenharia de Bioprocessos da FEA, UNICAMP, 
utilizado meios industrias pré-tratados com carvão ativado. Para isso, foram realizados dois 
planejamentos experimentais. Primeiramente um planejamento do tipo Plackett Burman 
(Screening Design) para a seleção das variáveis mais importantes do processo, seguido de 
um delinemaneto composto central rotacional através do qual foi possível a otimização da 
produtividade enzimática, obtendo-se valores de 2000 U/L.h em um meio contendo melaço 
com 60 g/L de ART, 70 g/L de água de maceração de milho a uma temperatura de 30 °C, 
650 rpm de agitação, 1,5 vvm de aeração e um pH inicial de 4,5. Em fermentações 
realizadas com controle de pH (valores de pH fixos em 4,5, 5, 6 e 7) constatou-se que esta 
variável desempenhou um papel importante na manutenção de altos valores de atividade 
enzimática, uma vez que, após ocorrer uma máxima produção da enzima, não houve 










 The global functional food market is estimated at 33 billion dollars per year and a 
great number of new functional foods have been introduced continuously to the market. A 
lot of attention has been given to dietary carbohydrates, in special to the 
fructooligosaccharides (FOS). FOS present advantageous characteristics such as low 
calories and stimulating effects to bifid bacterium growth, present in human gut. 
Fructosyltransferases (FTase) are the enzymes responsible for FOS production. An efficient 
and economical method for industrial production is immobilization of this enzyme. The 
production and application of FOS has gained great commercial importance due to its 
favorable functional properties. The search of new potential sources of fructosyltransferase 
starts to be of great importance in a market point of view. For this reason, the possibility of 
fructosyltransferase production, by conducting several batch fermentations with 
Rhodotorula sp., isolated and selected in the Laboratory of Bioprocess Engineering at FEA-
UNICAMP was investigated. Fermentations were realized using industrial by-products pre-
treated with activated carbon. In order to analyze the obtained results, two experimental 
designs were carried out. Firstly, a Plackett Burman screening design led to election of the 
most important process variables, followed by a second analysis with a central composite 
rotatable design which permitted the optimization of the enzyme production. The highest 
productivity was about 2000 U/Lh. utilizing the following medium composition and 
conditions: molasses at 60 g/L of total reducing sugars, 70 g/L of corn steep liquor, 
temperature of 30°C, agitation at 650 rpm, 1.5 vvm of aeration and initial pH 4.5. pH-
controlled fermentations (at pH 4.5, 5, 6 and 7) showed that the pH plays an important role 
in maintaining high values of enzymatic activity. After reaching a maximum enzyme 








A biotecnologia provou ser capaz de gerar uma riqueza enorme e de influenciar 
diversos setores da economia. A biotecnologia já afetou substancialmente a área da saúde, 
produção e processamento de alimentos, agricultura, proteção ambiental e produção de 
materiais e de produtos químicos (GAVRILESCU & CHIST, 2005). 
As enzimas industriais representam o centro dos processos biotecnológicos, 
resultando no desenvolvimento de inúmeros novos produtos, além de melhoria no processo 
e desempenho de diversos produtos existentes. O mercado global para as enzimas 
industriais foi estimado em US$ 2 bilhões em 2004, esperando-se uma taxa de crescimento 
anual média de 3,3% nos próximos anos. 
Recentemente, a produção de alimentos funcionais, ou seja, alimentos que têm uma 
função fisiológica ou biomoduladora, além de suas propriedades nutricionais e sensoriais, 
têm se tornado relevante, uma vez que atuam na prevenção de patologias e, portanto, na 
promoção do bem estar do indivíduo (OLIVEIRA, 1997). 
Em particular, os frutooligossacarídeos (FOS), obtidos a partir da conversão 
enzimática da sacarose, têm-se destacado. Sua importância industrial vem aumentando 
devido à sua produção relativamente simples e seu sabor semelhante à sacarose (YUN, 
1996). Além disso, os FOS possuem características fisiológicas específicas, contribuindo 
com benefícios saudáveis como prevenção de cárie dental, redução nos níveis séricos de 
colesterol total e lipídios, aumento do número de bifidobactérias no trato digestivo, síntese 
de vitaminas do complexo B e absorção de cálcio (TANRISEVEN & ASLAN, 2005). 
Como a produção e aplicação de FOS ganharam grande importância comercial 
devido às suas propriedades funcionais favoráveis, a busca de novas fontes potenciais de 
frutosiltransferases passa a ser de grande importância do ponto de vista de mercado. 
Nos últimos anos o Laboratório de Engenharia de Bioprocessos-DEA-FEA-
UNICAMP tem desenvolvido processos destinados à obtenção de compostos ricos em 
frutooligossacarídeos prebióticos destinados à aplicação em indústrias alimentícias. 
Atualmente, têm sido realizados neste laboratório estudos para o isolamento, identificação e 
caracterização de microrganismos a partir de amostras de flores, frutos e solo, oriundas de 
diversas regiões brasileiras, como Floresta Amazônica, Pantanal, Cerrado e Mata Atlântica, 
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com potencial de aplicação na produção de frutooligossacarídeos (HERNALSTEENS, 
2006). Após uma etapa de “screening” o microrganismo mais promissor para a produção 
destes compostos foi identificado como pertencente ao gênero Rhodotorula. O que se sabe 
até o momento é que a enzima produzida a partir deste microrganismo é uma 
frutosiltransferase, apresentando um alto potencial para a síntese de frutooligossacarídeos, 




O objetivo deste trabalho consistiu na otimização da produção da enzima 
frutosiltransferase a partir do microrganismo Rhodotorula sp., utilizando-se meios 
industriais pré-tratados, em processo de batelada simples. A variável resposta utilizada para 
este estudo foi a produtividade. Para isso, foram estudadas as variáveis temperatura, 
aeração e agitação, assim como as concentrações de melaço e água de maceração de milho 
no meio industrial pré-tratado. Além disto, os ensaios realizados podem propiciar um 
conhecimento inicial do comportamento do microrganismo durante a fermentação, 









O desenvolvimento de alimentos que proporcionam um benefício à saúde é uma 
tendência relativamente nova e constata a aceitação crescente do papel da dieta na 
prevenção e tratamento de doenças e do bem estar pessoal. Esta mudança no projeto e 
desenvolvimento de produtos tem forçado as organizações e indústrias envolvidas em 
alimentos a desenvolverem formulações que tragam benefícios à saúde (SANGEETHA et 
al., 2005). 
Prebióticos são componentes alimentares não digeríveis, geralmente 
oligossacarídeos, com atividade bifidogênica, ou seja, capazes de estimular o crescimento 
e/ou atividade de algumas bactérias presentes no intestino. Estes componentes possuem as 
seguintes funções: ajudam na manutenção da flora intestinal; estimulam a motilidade 
intestinal (trânsito intestinal); contribuem com a consistência normal das fezes, prevenindo 
assim a diarréia e a constipação intestinal por alterarem a microflora colônica por uma 
microflora saudável e colaboram para que somente as substâncias necessárias sejam 
absorvidas pelo intestino, eliminando assim, o excesso de glicose (açúcar), colesterol e 
triglicérides totais no sangue (FULLER, 1989; SANGEETHA et al., 2005). 
Recentemente, vários oligossacarídeos, tais como os frutooligossacarídeos (FOS), 
têm se tornado cada vez mais importantes, por possuírem características vantajosas tais 
como baixas calorias, propriedades não-carcinogênicas, além de estimular o aumento da 
população de bifidobactérias do cólon. Desde que os frutooligossacarídeos não são 
hidrolisados pelas enzimas do trato digestivo, são submetidos à fermentação no cólon, 
incentivando-se o crescimento de bactérias benéficas (YUN et al., 1997). 
De acordo com YUN (1996), frutooligossacarídeo é a designação dada para 
oligômeros de frutose que são compostos principalmente de 1-kestose (GF2), nistose (GF3) 
e 1F--frutofuranosil nistose (GF4), em que as unidades frutosil (F) são unidas através de 
ligações -(21) com uma molécula de sacarose terminal (GF) (Figura 1). Alguns autores 
e pesquisadores têm usado o termo frutooligossacarídeo somente para [1F(1--D-
frutofuranosil)n-1 sacarose; GFn, n = 2 - 10], excluindo polifrutanas e oligofrutosídeos de 
 
 4
diferentes ligações, tais como neokestose [6G(1--D-frutofuranosil sacarose)], 6-kestose 




Figura 1: Reação de formação de FOS (HICKE et al., 1999). 
 
Os FOS têm recebido particular atenção nos últimos anos devido às suas excelentes 
propriedades biológicas e funcionais, e a produção dos mesmos requer o desenvolvimento 
de sistemas enzimáticos eficientes (L’HOCINE et al., 2000). 
Os possíveis benefícios à saúde associados ao consumo destes compostos 
aumentaram sua popularidade como ingredientes de alimentos, além de estarem sendo 
promovidos também como adoçantes alternativos para formulações dietéticas 
(SANGEETHA et al., 2005). 
O alto poder adoçante da frutose leva à produção de alimentos e bebidas com teores 
calóricos baixos (produtos dietéticos), indicados no controle de peso em obesos (KIM et al., 
1997; ETTALIBI & BARATTI, 1987; WEI et al., 1998). 
Os FOS não são metabolizados pela maioria da flora microbiana oral, não sendo 
utilizados como substrato para a produção de ácido lático, resultando, portanto, em baixa 
propriedade cariogênica (MODLER et al., 1990). 
Segundo TOMOMATSU (1994), os efeitos benéficos à saúde, pela ingestão de 
FOS, assemelham-se àqueles atribuídos às fibras, na dieta. Contudo, os FOS não possuem 
os efeitos físicos da fibra, tais como: aumento na viscosidade, ligação com água e efeitos 
n= unidade de frutose 
 
 5
espessantes. A contribuição de FOS à saúde é devida, principalmente, às suas 
características fermentativas (fator de crescimento das bifidobactérias). 
A fermentação do FOS no cólon leva à diminuição do pH, o que facilita a absorção 
de íons minerais pelo intestino, principalmente de cálcio e magnésio. Isto foi indicado pelos 
efeitos benéficos, em longo prazo, na saúde e acumulação do índice mineral em ossos de 
ratos. Sabe-se que os FOS previnem a colonização do intestino humano por 
microrganismos patogênicos, porque incentiva o crescimento de bactérias benéficas. Este 
efeito é atribuído ao ambiente de baixo pH criado durante a fermentação dos FOS no cólon 
e devido à secreção de antibióticos pelas bifidobactérias. Estudos com FOS têm mostrado 
que o mesmo está associado à prevenção de câncer do cólon. O efeito prebiótico, tendo 
como resultado a proliferação de bifidobactérias, bem como outras bactérias, poderia ser 
responsável pelos efeitos anticarcinogênicos observados (SANGEETHA et al., 2005). 
Os FOS também apresentam propriedades tecnológicas interessantes, como: boa 
estabilidade a altas temperaturas e ao congelamento; facilidade de incorporação aos 
alimentos; são bons agentes de corpo; auxiliam no controle da intensidade da reação de 
Maillard em processos aquecidos; imitam propriedades fornecidas pelo açúcar, podendo até 
melhorá-las, como viscosidade, umectância, depressão do ponto de congelamento e da 
atividade de água (aumento da vida de prateleira) (SKLIUTAS, 2002). 
FOS estão presentes em componentes naturais tais como aspargos, alho, mel, 
cevada, cebola, banana, centeio, alcachofra de Jerusalém, etc., onde a concentração do FOS 
é baixa e a produção maciça é limitada por circunstâncias sazonais. Estes compostos 
também podem ser obtidos industrialmente a partir da sacarose, pela ação da enzima 
frutosiltransferase. Deste modo, a produção microbiana pela ação da enzima 
frutosiltransferase sobre a sacarose é mais apropriada em nível industrial, uma vez que 
fornece uma alternativa eficaz e conveniente de custos em contrapartida à síntese química 
(YUN, 1996; SANGEETHA et al., 2004b). 
A produção de FOS pode ser realizada a partir da sacarose, por transfrutosilação, ou 
a partir da inulina, por hidrólise enzimática controlada. FOS são produzidos a partir da 
sacarose pela ação catalítica da frutosiltransferase (E.C. 2.4.1.9), quando glicose e pequenas 
quantidades de frutose são formados como subprodutos (MADLOVÁ et al., 1999). 
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Os FOS estão sendo comercialmente produzidos a partir de sacarose, através do uso 
de enzimas solúveis ou células imobilizadas. Atualmente, há dificuldade em atender ao 
aumento na demanda por FOS através destes processos, uma vez que o sistema em batelada 
com enzima solúvel apresenta baixa produtividade, enquanto o sistema contínuo com 




As frutosiltransferases, enzimas responsáveis pela produção de FOS, podem ser 
obtidas a partir de plantas ou microrganismos. As frutosiltransferases de origem microbiana 
podem ser obtidas a partir de fungos ou bactérias. Bactérias produtoras de enzimas para 
produção de FOS são muito raras. Em contraste, muitas espécies de fungos são conhecidas 
por produzir frutosiltransferases extracelulares ou intracelulares. Enzimas de diferentes 
microrganismos têm sido relatadas como produtoras de FOS (YUN, 1996; SANGEETHA 
et al., 2005). A Tabela 1 mostra alguns microrganismos capazes de produzir 
frutosiltransferases. 
O rendimento da produção de FOS utilizando enzimas provenientes de plantas é 
baixo e, neste caso a produção de massa de enzimas é limitada por condições sazonais. Por 
outro lado, frutosiltransferases originadas de fungos provêem um rendimento maior e sua 















Tabela 1: Fontes microbianas de enzimas sintetizadoras de FOS 
Fonte: Adaptado de SANGEETHA et al. (2005) 
 
A nomenclatura das enzimas de origem microbiana que produzem 
frutooligossacarídeos não está totalmente definida, havendo divergência entre duas 
nomenclaturas: -D-frutosiltransferase (EC 2.4.1.9) e -frutofuranosidase (EC 3.2.1.26). 
Segundo ANTOŠOVÁ & POLAKOVI, (2001), -frutofuranosidases (ou invertases) 
hidrolisam a sacarose principalmente em glicose e frutose, mas dependendo da sua origem 
podem exibir atividade de transfrutosilação. A capacidade de sintetizar FOS se deve 
provavelmente a um mecanismo de hidrólise reversa. Para esta enzima, a produção de FOS 
ocorre em altas concentrações de sacarose. Já a -D-frutosiltransferase é definida por 
apresentar baixa atividade hidrolítica e alta atividade de transfrutosilação. Os rendimentos 
de FOS obtidos a partir da atuação de -D-frutosiltransferases são altos mesmo em baixas 
concentrações de sacarose. Segundo L’HOCINE et al. (2000), a denominação -
Fungos Referência 
  
Aureobasidium pullulans YUN (1996) 
Aureobasidium sp. YUN (1996) 
Aspergillus japonicus YUN (1996) 
Aspergillus niger YUN (1996) 
Aspergillus sydowi YUN (1996) 
Calviceps purpurea YUN (1996) 
Fusarium oxysporum YUN (1996) 
Penicillium frequentans YUN (1996) 
Penicillium spinulosum YUN (1996) 
Phytophthora parasitica YUN (1996) 
Scopulariopsis brevicaulis YUN (1996) 
Saccharomyces cerevisiae YUN (1996); WANG & RAKSHIT (2000); 
WANG & RAKSHIT (2000) 
Penicillium citrinum HAYASHI et al. (2000) 
Saccharomyces cerevisiae YUN (1996) 
Aspergillus foetidus WANG & RAKSHIT (2000) 




Arthrobacter sps YUN (1996) 
Bacillus macerans PARK et al. (2001) 
 
 8
frutofuranosidase é provavelmente devida ao fato da atividade da -D-frutosiltransferase ter 
sido identificada originalmente no decorrer da preparação de invertase em altas 
concentrações de sacarose e, em seu trabalho, denomina a enzima como -D-
frutosiltransferase. 
Frutosiltransferases podem apresentar diferenças em seus pesos moleculares e em 
outras propriedades, dependendo da fonte de onde foi obtida. Em geral, enzimas derivadas 
de microrganismos são maiores e termicamente mais estáveis que as obtidas a partir de 
plantas (YUN, 1996; SANGEETHA et al., 2005). 
JUNG et al. (1989) propuseram um modelo para o modo de ação da 
frutosiltransferase derivada de A. pullulans. O mecanismo de reação da enzima pode ser 
expresso como: 
 
GFn + GFn  GFn-1 + GFn+1    n= 1 a 3   (3.1) 
 
Onde G e F são os resíduos glicopiranosil e frutofuranosil, respectivamente, da 
sacarose. 
Os produtos enzimáticos da reação de frutosiltransferase são similares para as 
diferentes fontes da enzima. Geralmente, o produto da reação contém de 25-30% de 1-
kestose (GF2), 10-15% de nistose (GF3), e 5-10% de 1F-frutofuranosil nistose (GF4), além 
de 25-30% de glicose, liberada durante a reação (HIDAKA et al., 1988; YUN, 1996). 
Embora a maioria das frutosiltransferases catalise as reações de transfrutosilação em 
concentrações elevadas de sacarose, muitos pesquisadores observaram alguma atividade da 
enzima em concentrações baixas de sacarose. Em um grande número de trabalhos 
realizados, verificou-se que a faixa de pH ótima para atividade de frutosiltransferase estava 
entre 5 e 6,5, enquanto a faixa ótima de temperatura estava entre 50-60 ºC (YUN, 1996). 
De acordo com HIDAKA et al. (1988), um aumento na concentração de sacarose e 
na razão UTF/UF (considerando 1 unidade de atividade frutofuranosidade (UF) como a 
quantidade de enzima necessária para a hidrólise de 1 mol de sacarose por minuto e uma 
unidade de transfrutosilação (UTF) como a quantidade de enzima necessária para transferir 1 
mol de frutose por minuto) da enzima causa um incremento na formação de 
frutooligossacarídeos, enquanto que um decréscimo na concentração de sacarose e da razão 
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UTF/UF provoca um aumento de produtos hidrolisados, demonstrando assim que a atividade 
de transfrutosilação é responsável pela produção de frutooligossacarídeos. Desta maneira, 
para uma eficiente produção de frutooligossacarídeos deve-se ter uma alta razão UTF/UF e 
uma atividade enzimática alta. 
Estudando o efeito de duas concentrações diferentes de sacarose, SANGEETHA et 
al. (2004a) mostraram que a reação do transfrutosilação prossegue facilmente mesmo em 
uma solução de sacarose de 50%, bem como FOS podem ser preparados eficazmente a 
partir de uma concentração elevada de sacarose usando enzimas que apresentem uma 
relação elevada de UTF/UF (atividade de transfrutosilação por atividade hidrolítica). 
Verificou-se que uma concentração mais baixa de sacarose favoreceu a reação a prosseguir 
mais rapidamente, produzindo maior quantidade de GF3. Neste mesmo estudo, utilizando 
frutosiltransferase extracelular de Aureobasidium pullulans, obteve-se um rendimento de 
56% de FOS a partir de uma solução de 55% p/v de sacarose após 24 h de reação, a 
temperatura de 55 ºC e pH igual a 5,5. 
Em estudo realizado por PARK et al. (2001), frutosiltransferases foram purificadas 
de B. macerans. Esta enzima foi estável numa faixa de pH de 5 a 7, com pH ótimo de 5. A 
temperatura ótima de atividade enzimática foi de 50 ºC. 
BALKEN et al. (1991) constataram a alta termoestabilidade da frutosiltransferase 
obtida de Aspergillus phoenicis, viabilizando a produção comercial de 
frutooligossacarídeos a altas temperaturas, 50-60°C. O rendimento de FOS obtido de 
sacarose foi ao redor de 60% e obteve-se uma razão de UTF/UF de 10-15. 
MADLOVÁ et al. (1999) avaliaram o efeito do pH e da temperatura na produção 
enzimática de FOS utilizando Aspergillus pullulans, não encontrando efeito significativo no 
rendimento total de FOS, analisando-se um faixa de pH de 4 a 8 e temperaturas de 50 a 65 
°C. 
O rendimento máximo da conversão de sacarose em frutooligossacarídeos está na 
faixa de 55-60% devido à presença de moléculas de sacarose, que não reagem, e glicose. O 
acúmulo de glicose durante a reação faz com que ela atue como um forte inibidor, 
impedindo a conversão de toda a sacarose. Para converter toda a sacarose em 
frutooligossacarídeos, é necessário impedir a inibição causada pela glicose (TANRISEVEN 
& GOKMEN, 1999; YUN & SONG, 1993). 
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YUN & SONG (1993) propuseram uma técnica em que concentrações elevadas de 
FOS foram obtidas num sistema em que foram colocadas frutosiltransferase e glicose 
oxidase juntas. A reação foi realizada em uma solução contendo 40% p/v de sacarose, por 
25 h com pH igual a 5,5 e a 40 °C, obtendo-se uma concentração final de 
frutooligossacarídeos superior a 90%. 
De acordo com YUN (1996), existem poucos artigos reportando inibidores ou 
ativadores de frutosiltransferase. Segundo o mesmo autor, a enzima produzida por 
Aureobasidium sp. é inibida por Hg, Cu e Pb, mas seus ativadores não foram estabelecidos. 
HIJUM et al. (2001) constataram que íons cálcio foram requeridos para a atividade da 
enzima, já a atividade foi completamente inibida em presença de íons Cu2+ e Fe3+. 
L’HOCINE et al. (2000) verificaram que a frutosiltransferase perdeu sua atividade na 
presença de Hg2+ e Ag2+. 
Realizando uma busca por ativadores para uma enzima com atividade de 
transfrutosilação obtida a partir de Bacillus macerans, objetivando remover ou diminuir a 
período de adaptação da enzima ao meio, PARK et al. (1999) verificaram que diversos sais 
do amônio estimularam significativamente a atividade catalítica de enzima. Utilizando 
nitrato de amônio (10 mM) a atividade foi aumentada em 15 vezes. 
 
3.3 Rhodotorula sp. 
 
Os fungos do gênero Rhodotorula pertencem ao filo Basidiomycota. Possuem 
reprodução germinativa por germinação multilateral. Algumas linhagens podem produzir 
pseudomicélios, mas não produzem esporos sexuais, sendo consideradas “leveduras falsas” 
ou fungos imperfeitos. Apresentam células esféricas, ovóides ou alongadas. Muitas 
espécies produzem colônias laranjas ou rosadas, entretanto a pigmentação das colônias 
pode variar de amarelo a vermelho escuro. Leveduras do gênero Rhodotorula podem causar 
colorações anormais em alimentos devido à produção de pigmentos ou ao aparecimento de 
colônias pigmentadas. Existem mais de trinta espécies de Rhodotorula, sendo que as mais 
comuns são Rhodotorula glutinis, Rhodotorula minuta e Rhodotorula mucilaginosa 
(KREGER-VAN RIJ, 1987; BEUCHAT, 1978). 
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Como indicado pelo nome, o gênero Rhodotorula originalmente compreende 
leveduras vermelhas, devido à presença de pigmentos carotenóides. Leveduras com 
pigmentos carotenóides amarelos também estão incluídas nesse gênero. Linhagens de 
Rhodotorula podem ser isoladas de várias fontes, incluindo folhas, flores, atmosfera, solo e 
fontes marinhas (ROSE et al., 1969; PITT et al., 1999). 
Açúcares simples, tais como glicose, frutose e manose, são assimilados por todas as 
espécies de leveduras. Outros monossacarídeos e seus ácidos derivados, bem como 
oligossacarídeos e alguns polissacarídeos, são utilizados por diferentes espécies de 
leveduras, de acordo com suas características. Hidrocarbonetos são também fontes de 
carbono e energia aceitáveis para muitas leveduras. Espécies de Rhodotorula são capazes 
de utilizar uma grande variedade de compostos de carbono, sendo freqüentemente 
encontradas em substratos como massas de água, solo e folhas verdes, onde compostos 
simples de carbono estão em muito baixa concentração (ROSE, 1969). 
Leveduras do gênero Rhodotorula são biotecnologicamente interessantes. Têm sido 
aplicadas na produção de carotenóides, pois apresentam um bom rendimento de biomassa, 
como também são uma potencial fonte microbiana de proteínas e de lipídios. Estas 
leveduras apresentam uma grande versatilidade com respeito aos requerimentos nutritivos, 
podendo crescer em resíduos industriais e dejetos de alimentos processados, como vários 
meios à base de subprodutos agroindustriais de baixo custo (BUZZINI et al., 2000; 
SQUINA, 2001). 
RUBIO et al. (2002) obtiveram invertase a partir de Rhodotorula glutinis, e em seu 
trabalho, investigaram propriedades físicas e cinéticas da enzima obtida. Eles não 
constataram atividade de transfrutosilação pela enzima. 
A partir de estudos para o isolamento, identificação e caracterização de 
microrganismos a partir de amostras de flores, frutos e solo, oriundas de diversas regiões 
brasileiras, realizados no Laboratório de Bioprocessos (DEA-FEA-UNICAMP), foram 
isoladas leveduras do gênero Rhodotorula, que apresentaram potencial para a produção de 








3.4 Meios industriais 
 
A nova concepção comercial gerada pelo mercado globalizado tem feito com que 
indústrias açucareiras revejam suas estratégias produtivas e comerciais, procurando a 
diversificação e maior valorização de suas produções. O aproveitamento de subprodutos da 
indústria açucareira poderia ampliar a rentabilidade e a competitividade do setor. O melaço 
é um subproduto do processo de extração e refinação de sacarose, quer seja de cana-de-
açúcar ou de beterraba, o qual pode ser utilizado como matéria-prima de meios 
fermentativos. Em virtude de sua composição, o melaço é utilizado fundamentalmente 
como fonte de carbono e energia, sendo necessário suplementá-lo com nitrogênio e alguns 
minerais (JEREZ, 1993). 
Um potencial muito grande para a produção de enzimas a partir de meios industriais 
existe no Brasil, já que estes são subprodutos de elevado apelo econômico e ecológico, 
devido à abundância e ao baixo custo O melaço apresenta a vantagem de ser uma matéria 
prima relativamente barata e disponível em grande quantidade no Brasil, sendo este 
subproduto usado em várias fermentações industriais. Contudo, alguns de seus 
componentes podem provocar inibição do crescimento e da fermentação por leveduras e 
bactérias (JEREZ, 1993; QUAN, 2005; ROUKAS, 1998). 
O melaço é composto por água, sacarose, proteínas, vitaminas, aminoácidos, ácidos 
orgânicos e metais, tais como ferro, zinco, cobre, manganês, magnésio, cálcio, etc. A 
grande concentração de metais pesados é a causa de um problema crítico na utilização do 
melaço em fermentações. A presença de metais pesados inibe o crescimento de 
microrganismos, influencia o pH do substrato e está envolvida na inativação de enzimas 
associadas a biossíntese do produto (ROUKAS, 1998; TREICHEL, 2004). 
A água de maceração de milho, AMM, é um produto obtido da maceração de grãos 
de milho, contendo em sua composição química carboidratos solúveis, aminoácidos e sais 
minerais. É largamente utilizada como fonte de nutrientes em processos fermentativos. A 
AMM contém em sua composição química os principais aminoácidos e nutrientes 




Os meios industriais, como o melaço e a água de maceração de milho, utilizados 
para produção de enzimas, são bastante complexos, e alguns de seus componentes podem 
ser responsáveis pela inibição da produção, ou ainda, dificultar sua posterior recuperação e 
purificação, devido à formação de precipitados no meio de fermentação. Assim, um pré-
tratamento destes substratos surge como alternativa de forma a clarificar o meio sem 
provocar prejuízos na fermentação, garantindo maior facilidade na extração e purificação 
da enzima (TREICHEL, 2004). 
Em estudo realizado por MENDES et al. (2005), constatou-se que o pré-tratamento 
de substratos industriais com 4% de carvão ativo ANFC possibilitou a remoção efetiva de 
inibidores fermentativos e reduziu a formação de precipitados ao longo da fermentação. 
ASKU & EREN (2005) obtiveram resultados promissores para a produção industrial 
de carotenóides utilizando melaço como fonte de carbono em fermentações realizadas por 
Rhodotorula mucilaginosa. PURI et al., trabalhando com Aspergillus niger MTCC 1344 na 
produção de naringinase, constataram que dentre várias fontes de carbono e nitrogênio 
testadas, melaço e peptona foram os mais efetivos para a produtividade enzimática. 
 
3.5 Processos de Batelada Simples 
 
Devido à simplicidade de projeto e de operação, os biorreatores tipo batelada são 
muito utilizados em sistemas biológicos industriais com crescimento celular. Após a 
inoculação das células, não há adição ou remoção de componentes do sistema, exceto 
injeção de ar nos processos aeróbicos e exaustão de gases produzidos durante a 
fermentação (PASSOS, 2003). 
No biorreator operando em batelada, as concentrações de nutrientes, de células e de 
produtos variam com o tempo durante o processo de crescimento. No final do processo, a 
velocidade de crescimento da biomassa tende a zero, devido à ausência de um nutriente ou 
ao acúmulo de um produto inibidor. Como o meio muda continuamente, os diversos 
componentes do processo de crescimento não estão, freqüentemente, em concentrações 
uniformes, isto é, o crescimento em batelada é não-balanceado (PASSOS, 2003). 
O uso de reatores em batelada oferece muitas vantagens. Reatores em batelada, 
quando comparados com os sistemas contínuos, normalmente exigem equipamentos menos 
 
 14
complexos Um reator em batelada é mais flexível, podendo se adaptar à produção de vários 
produtos, uma vez que os mesmos estão submetidos a mudanças rápidas das condições de 
mercado e do advento de novas tecnologias. Também proporcionam uma etapa 
intermediária em processos de escalonamento a partir de experimentos laboratoriais até a 
produção industrial propriamente dita. Estes reatores também são apropriados para realizar 
reações onde os materiais envolvidos são perigosos ou de manuseio difícil (RAMIREZ & 
ALVAREZ, 2005; ARPORNWICHANOP et al., 2005). 
Em processo realizado em batelada simples utilizando melaço como fonte de 
carbono e extrato de levedura como fonte de nitrogênio, WEE et al. (2004) obtiveram bons 
rendimentos e produtividades na produção de ácido lático. Além disso, constataram que 
98% do ácido produzido era L(+)-lático. 
Em estudo realizado por SILVA-SANTISTEBAN (2001) para avaliação dos efeitos 
de agitação e aeração na produção em batelada simples de inulinase, verificou-se que a 
produção da enzima era fortemente influenciada pelas condições de agitação e pelo tipo de 
agitador, demonstrando que em alguns casos, as interações entre transferência de massa e 
perturbações mecânicas devem ser consideradas no escalonamento de processos. 
 
3.6 Fermentações com Controle de pH 
 
O pH é um dos parâmetros cinéticos mais importantes que afetam o crescimento 
celular e a formação de produtos. Em geral, os efeitos do pH no crescimento celular e no 
acúmulo de produtos variam com diferentes microrganismos, composição do meio de 
cultura e condições de operações (HU et al., 2006). 
A variação de pH durante alguns processos fermentativos pode resultar na redução 
dos níveis do produto a ser obtido. Desta maneira, a manutenção do pH pode ser um fator 
importante no desenrolar das fermentações. 
LEE et al. (2002) observaram que as concentrações de ácido clavulânico no meio 
fermentativo diminuíam rapidamente após atingirem um nível máximo devido ao aumento 
do pH durante a fermentação. Em experimentos conduzidos com controle de pH, 
constataram que houve uma significante redução da decomposição do ácido clavulânico 
durante o processo. 
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LUQUE et al. (2004), trabalhando com fermentações com pH controlado pela 
adição de NaOH/HCl 0,2 M, observaram que a atividade específica de glicose oxidase era 
de duas a três vezes maior em ensaios realizados com a manutenção de pH em 5,5. 
Em seu trabalho com Xanthophyllomyces dendrorhous, HU et al. (2006) avaliaram 
os efeitos do pH no crescimento celular e na formação de astaxantina em fermentações em 
batelada, além de proporem uma estratégia de controle do pH ótimo para otimizar as 
condições de produção. 
 
3.7 Taxa de Transferência de Oxigênio (OTR) 
 
Em processos aeróbios, o oxigênio é um substrato fundamental e devido à sua baixa 
solubilidade em soluções aquosas, é necessária uma transferência contínua de oxigênio da 
fase gasosa para a líquida, de modo a manter o metabolismo oxidativo das células 
(NIELSEN & VILLADSEN, 1994). 
A taxa de transferência de oxigênio (OTR) é um dos parâmetros mais importantes 
no projeto e operação da aeração e agitação em biorreatores e em scale-up. Ela desempenha 
um papel importante em processos fermentativos aeróbios, uma vez que é freqüentemente o 
fator limitante na obtenção do coeficiente volumétrico de transferência do oxigênio (kLa) 
apropriado e se correlaciona com a produtividade em meios de cultura específicos 
(BANDAIPHET & PRASERTSAN, 2006). 
A taxa de transferência de oxigênio depende das propriedades físicas do fluido 
(como viscosidade, tensão superficial, etc.), temperatura, pressão, composição da solução, 
agitação, velocidade superficial do gás e da configuração do biorreator e do seu interior, 
entre outros aspectos. (BALDWIN et al., 2000). 
As limitações de transferência de oxigênio ocorrem comumente em biorreatores, 
levando a uma diminuição de seu desempenho. Quando o oxigênio é limitado, a taxa 
metabólica do microrganismo decresce significativamente, resultando em baixas 
densidades celulares e reduzidas produtividades (NIELSEN et al., 2003; JUNKER et al., 
1990). 
Devido a este impacto crucial na produtividade, diversas soluções são propostas 
para aumentar as taxas de transferência de oxigênio da fase gasosa para o meio líquido, 
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como ampliar aeração e velocidades de agitação, uso de ar enriquecido com oxigênio puro, 
projeto de diferentes geometrias do biorreator e uso de diferentes tipos de dispersores. 
(GOMES, 2005). Outra maneira de se obter maiores taxas de transferência de oxigênio é 
aumentar a força diretriz para transferência de oxigênio, que é feita pela pressurização do 
reator (DEMIRTAS et al., 2003). 
GOMES (2005) trabalhando com a levedura Yarrowia lipolytica constatou que a 
limitação de oxigênio na fase de maior produção influencia a produção -decalactona, que 
foi bastante reduzida, sendo importante utilizar condições de operação que assegurem uma 
elevada transferência de oxigênio. CHAROENRANT et al. (2006) constataram que a 
produtividade celular de Pichia pastoris poderia ser melhorada pelo aumento da taxa de 




4. Material e Métodos 
 
4.1 Processo de produção de frutosiltransferase 
 
4.1.1 Manutenção da Cultura 
 
O microrganismo Rhodotorula sp. foi utilizado para a produção da enzima 
frutosiltransferase. O microrganismo foi isolado por HERNALSTEENS (2006), sendo 
mantido em ágar inclinado GYMP (2% de glicose, 0,5% de extrato de levedura, 1% de 
extrato de malte, 0,2% fosfato de sódio monobásico e 2% de agar, com pH ajustado a 5,5) à 
4 °C ou congelado em 10% de glicerol. 
 
4.1.2 Preparo do Inóculo 
 
Para realizar as fermentações, o microrganismo foi reativado e inoculado 
sucessivamente para atingir os 10% de inóculo necessários na fermentação. Para o primeiro 
inóculo, culturas contidas em ágar inclinado GYMP ou em glicerol 10% foram transferidas 
assepticamente para erlenmeyer trialetado contendo 200 mL de meio de inóculo composto 
de 20 g/L de glicose, 10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de peptona e 5 g/L de K2HPO4, 
em pH 4,5, com incubação a 30 ºC e 150 rpm em agitador orbital Psycrotherm (New 
Brunswick Scientific, N.J) durante 24 horas. O segundo inóculo foi preparado com o 
mesmo meio de cultura da fermentação realizada (melaço + AMM pré tratados), com pH 




As fermentações, em batelada simples, foram realizadas em fermentadores de 3 L, 
com volume útil de 2,2 L tipo BioFlo III New Brunswick Scientific-Edison N.J. USA. Para 
todos os ensaios utilizou-se agitador de pás inclinadas. A fermentação foi iniciada com 1,8 
L de meio estéril (melaço + AMM pré tratados), ao qual foram adicionados 200 mL de 
inóculo. Durante a fermentação foram retiradas amostras de 5 a 10 mL em espaços 
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regulares de tempo, desde o tempo zero até 72 horas de fermentação na etapa de screening 
das variáveis. Na realização do planejamento completo as fermentações foram conduzidas 
até que o nível de oxigênio dissolvido do processo atingisse um patamar superior de 
estabilidade, após passar por valores mínimos, indicando que o processo fermentativo havia 
terminado, com as amostras retiradas principalmente entre pH 6 e 8. Para as fermentações 
com controle de pH, utilizou-se HCl 1,0 N para manutenção do pH constante. 
O sistema de monitoramento das fermentações foi realizado em programa 
desenvolvido por ATALA (2004), codificado na linguagem G usando o software LabView 
6.1 National Instruments . 
 
4.1.4 Pré-tratamento de meios industriais 
 
Na realização da fermentação foram utilizados meios industriais compostos de 
melaço (Usina Éster, Cosmópolis/SP) e água de maceração de milho – AMM (Corn 
Products Internacional, Mogi-Guaçu/SP). Os compostos AMM e melaço passaram por um 
processo de clarificação com o propósito de retirar resíduos possivelmente inibidores. Este 
procedimento foi realizado nas condições definidas por MENDES et al. (2005), consistindo 
em tratar os compostos separadamente com 4% de carvão ativo ANFC a 150 rpm de 
agitação e 60ºC durante 10 minutos. Posteriormente, os compostos melaço e AMM foram 
filtrados e centrifugados em centrífuga Sorvall refrigerada a 6000 x g, numa faixa de 
temperatura entre 4 e 6 °C por 10 minutos. Após esses procedimentos os mesmos foram 
utilizados como meios fermentativos nas concentrações definidas no planejamento 
experimental. Para o melaço, as concentrações foram determinadas em g/L de açúcares 







4.2 Metodologia analítica 
 
4.2.1 Massa seca 
 
A determinação de massa seca das amostras foi realizada espectrofotometricamente 
através da leitura da absorbância a 600 nm, utilizando água destilada para calibração do 
aparelho. Para avaliação da massa celular construiu-se uma curva-padrão de densidade 
ótica versus massa seca, sendo obtida após secagem da amostra em estufa (60ºC). 
Paralelamente, fez-se diluições sucessivas do meio fermentado e mediu-se a densidade 
ótica. A partir da densidade ótica determinou-se indiretamente a massa seca para cada 
diluição. 
 
4.2.2 Determinação de Atividade Enzimática 
 
Considerando 1 unidade de atividade frutofuranosidade (UF) como a quantidade de 
enzima necessária para a hidrólise de 1 mol de sacarose por minuto, uma unidade de 
transfrutosilação (UTF) como a quantidade de enzima necessária para transferir 1 mol de 
frutose por minuto, pode-se calcular as atividades pela determinação de ART e de glicose 
(REMAUD-SIMEON et al., 1994; CHEN, 1996). 
 
Como: ART = F + G    
F = ART – G 
 FT = G - F = 2G – ART 
 
Onde F é frutose, G é glicose, FT é frutose transferida e ART açúcares redutores totais. 
Então podemos calcular as atividades da seguinte forma: UF = ART [mol/min], UTF = (2G 
– ART) [mol/min] . 
Para a produção eficiente de frutooligossacarídeos é necessário que haja uma alta 
razão UTF/UF, sendo este o critério utilizado para a seleção inicial das linhagens (CHEN & 
LIU, 1996). 
 Para a determinação da atividade enzimática, foi feita uma reação de 0,5 mL da 
suspensão enzimática com 4,5 mL de solução de sacarose 50% (em tampão acetato 0,05 M, 
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pH 4,5), a 55°C. Foram retiradas amostras em intervalos de tempo constantes até totalizar 
10 minutos de reação para ART e 35 minutos para glicose. 
 
4.2.3 Determinação de Açúcares 
 
 O conteúdo de açúcares redutores foi obtido pelo método de Somogyi-Nelson 
(SOMOGYI, 1945; NELSON, 1944). 
 Para a determinação de glicose liberada ao final da reação de atividade enzimática 
foi utilizado um kit enzimático de glicose-oxidase (Laborlab, Guarulhos/SP). 
 
4.2.4 Determinação de Proteína 
 
Para a dosagem de proteína foi utilizado o método LOWRY et al. (1951). 
 
4.2.5 Quantificação de metabólicos secundários 
 
Concentrações de sacarose, glicose, frutose, etanol, acetato de sódio e glicerol ao 
longo dos ensaios fermentativos foram determinadas por HPLC constituído de Sistema de 
Bombeamento de Solvente modelo 9010, Detector de Índice de Refração modelo RI-4, 
Injetor automático modelo 9095 (Varian, Walnut Creek, USA), Termostato de Coluna 
SPH99 (Spark Holland, Emmen, Holanda), Software Millennium Chromatography 
Manager v. 2.10 (Waters, Milford, USA), em coluna de troca aniônica HPX87H (Biorad 
Laboratories, Hercules, USA) a 30 ºC, usando solução de ácido sulfúrico pH 1,4 como fase 
móvel a um fluxo de 0,7 mL/min.  
 
4.2.6 Viabilidade Celular 
 
A viabilidade celular foi determinada com a utilização de azul de metileno para 
coloração das células mortas de levedura. A contagem foi realizada em microscópio ótico 
através de câmara de Newbauer. Foram contadas no mínimo 300 células por câmara. 
 




4.2.7 Síntese dos Oligossacarídeos  
 
Foi realizada a síntese de oligossacarídeos para verificar se a enzima obtida neste 
estudo era capaz de sintetizar frutooligossacarídeos a partir da sacarose. Na etapa de síntese 
destes compostos (FOS) foram obtidos principalmente GF2 (kestose), GF3 (nistose) e GF4 
(frutofuranosilnistose). Foi utilizado um micro-reator encamisado (6,5 x 3,5 cm), contendo 
enzima livre e uma solução de sacarose 50% em tampão acetato 0,05M pH 4,5. Para a 
realização da síntese foi calculada a quantidade de enzima para que o substrato utilizado, 
sacarose 50%, tivesse uma atividade final de 5 UI/mL. A síntese foi realizada durante 
aproximadamente 72 horas, retirando-se amostras ao longo do tempo para o 
acompanhamento da síntese dos frutooligossacarídeos. 
 
4.2.8 Identificação e Quantificação de Carboidratos 
 
A análise cromatográfica foi realizada através de um sistema HPLC-PAD 
(DIONEX) com detector eletroquímico ED40, sistema de bombas GP50, detector de pulso 
amperométrico, eletrodo de ouro, software PEAKNET para aquisição e processamento de 
dados, pré-coluna (4 x 50mm) e coluna carbopac PA100 (4 x 250 mm). A pré-coluna e a 
coluna foram conectadas em série seguindo as condições padrão. A eluição será realizada 
utilizando como solventes: uma solução de NaOH 50mM e uma solução de NaOH 50 mM 
contendo 500 mM de acetato de sódio. As amostras foram diluídas convenientemente, de 
modo a obterem-se concentrações entre 10-50 mg/L, para a identificação e quantificação 
através do sistema de cromatografia de íons (HPLC-PAD). 
 
4.2.9 Coeficiente Volumétrico de transferência de oxigênio na fase líquida (KLa) 
 
O coeficiente volumétrico de transferência de oxigênio foi determinado pelo 
método do borbulhamento, sendo determinado para cada combinação de agitação, aeração e 
temperatura. As leituras de oxigênio dissolvido (OD) foram feitas com um eletrodo de 
oxigênio polarográfico. O meio foi borbulhado com nitrogênio até que as leituras de OD 
atingirem entre 0 e 0,2 %. Em seguida foi injetado ar e foram tomadas as leituras de OD em 
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função do tempo. Supondo transferência de massa em duas fases em série, a seguinte 





dC −=          (4.1) 
 
onde CL é a concentração de oxigênio no meio e C* é a concentração de saturação de 





































−=⋅−         (4.4) 
 
4.2.10 Cálculo da Taxa de Transferência de Oxigênio (OTR) 
 
A taxa de transferência de oxigênio é dependente do coeficiente volumétrico de 
transferência de oxigênio (KLa) e da força diretriz devida à diferença entre o oxigênio 
dissolvido e as condições de saturação (CLARKE et al., 2005), de acordo com a equação 
4.5: 
 
)( * LL CCaKOTR −⋅=         (4.5) 
 
A taxa de transferência de oxigênio foi calculada de acordo com a equação 4.5, 
usando valores de KLa medidos pelo método do borbulhamento e valores pré-determinados 
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de C* em diferentes temperaturas e 1 atm de pressão. Os valores de C* para a água foram 
calculados de acordo com a Lei de Henry em uma pressão parcial de 0,2099 atm (pressão 
parcial do oxigênio em 1 atm de pressão de ar) (DORAN, 2000). 
 
4.2.11 Cálculo de rendimentos e produtividades 
 
Os rendimentos e produtividades foram calculados para os pontos em que se 
obteve máxima produção enzimática, sendo consideradas para o cálculo as concentrações 
(de substrato ou produto) nos respectivos tempos, tendo como referência as concentrações 












=          (4.6) 
 
Sendo: 
=BCY Rendimento de C em referência a B 
=fC Concentração de C no ponto em que se tem uma máxima produção 
=iC Concentração de C no início da fermentação 
=fB Concentração de B no ponto em que se tem uma máxima produção 








Pdtv = Produtividade no tempo t de fermentação 





4.2.12 Planejamento Experimental 
 
Os cálculos para verificar os efeitos das variáveis na produtividade foram feitos com 
auxílio do programa computacional Statistica versão 5.5. 
 
4.2.12.1 Planejamento Experimental do tipo Plackett-Burman em Reator de Bancada 
 
A metodologia de planejamentos saturados de Plackett-Burman (1946) permite 
analisar um grande número de fatores com um número pequeno de experimentos. Para a 
avaliação das variáveis envolvidas no processo fermentativo, com ensaios realizados a um 
pH inicial de 4,5, foi realizado um planejamento do tipo Plackett-Burman (Screening 
Design) de 12 ensaios com 3 pontos centrais, para que pudessem ser avaliadas as variáveis 
mais importantes do processo, podendo assim serem selecionadas aquelas que deveriam 
entrar em um estudo de otimização propriamente dito. As variáveis que foram estudadas, 
bem como seus respectivos níveis, encontram-se na Tabela 2. 
 
Tabela 2: Variáveis e níveis estudados no planejamento Fatorial do tipo Plackett-Burman 
Nível -1 0 1 
Melaço (g/L de ART) 60 75 90 
AMM (g/L) 70 90 110 
Temperatura (°C) 26 29 32 
Aeração (vvm) 1,5 2,0 2,5 
Agitação (rpm) 300 400 500 
 
4.2.12.2 Planejamento Experimental Completo em Reator de Bancada 
 
A partir dos resultados obtidos no Planejamento do tipo Plackett-Burman realizou-
se um Planejamento Experimental Fatorial Completo 23, com 6 pontos axiais e 3 pontos 
centrais. Nesta etapa, foram estudadas as variáveis concentração de melaço, temperatura e 
agitação, mantendo-se fixos níveis de concentração de AMM em 70 g/L e aeração em 1,5 
vvm. Os níveis estudados neste planejamento podem ser observados na Tabela 3. 
 
Tabela 3: Variáveis e níveis estudados no planejamento Fatorial Completo 
Nível -1,68 -1 0 1 1,68 
Melaço (g/L de ART) 33 40 50 60 67 
Temperatura (°C) 28,6 30 32 34 35,5 





5 Resultados e Discussão 
 
5.1 Otimização da Produtividade de Frutosiltransferase em Fermentador de Bancada 
 
5.1.2 Planejamento experimental do tipo Plackett Burman 
 
Num primeiro momento, realizou-se um planejamento do tipo Plackett-Burman de 
12 ensaios mais 3 pontos centrais, para que pudessem ser avaliados os efeitos principais de 
cada variável na resposta. Como variável resposta adotou-se a produtividade, a mesma 
utilizada por HERNALTEENS (2006), uma vez que as máximas atividades enzimáticas 
encontradas em cada condição ocorreram em tempos diferentes. A Tabela 4 apresenta os 
valores reais e codificados deste planejamento, bem como as produtividades e rendimentos 
onde foram obtidos os maiores valores de atividade enzimática em 72 h de fermentação. 
Apesar dos valores de atividade enzimática máxima e de rendimento não serem usados no 
planejamento, eles foram apresentados. Observando os resultados da Tabela 4, verifica-se 
que as produtividades variam de cerca de 120 a 1900 U/L.h, conforme a condição do 
ensaio. Pode-se observar que os ensaios que foram realizados com uma maior agitação 
















Tabela 4: Matriz do planejamento experimental do tipo Plackett-Burman (valores reais e 
codificados) com as respostas da produtividade e rendimento 
Ensaios Melaço 















1 1 (90) -1 (70) 1 (32) -1 (300) -1 (1,5) 14,5 201,38 156,67 
2 1 (90) 1 (110) -1 (26) 1 (500) -1 (1,5) 37,9 861,36 401,85 
3 -1 (60) 1 (110) 1 (32) -1 (300) 1 (2,5) 32,9 456,94 554,14 
4 1 (90) -1 (70) 1 (32) 1 (500) -1 (1,5) 83,1 1888,64 900,12 
5 1 (90) 1 (110) -1 (26) 1 (500) 1 (2,5) 44,3 1384,38 454,33 
6 1 (90) 1 (110) 1 (32) -1 (300) 1 (2,5) 21,0 291,67 224,79 
7 -1 (60) 1 (110) 1 (32) 1 (500) -1 (1,5) 44,3 1845,83 720,62 
8 -1 (60) -1 (70) 1 (32) 1 (500) 1 (2,5) 39,7 1890,00 606,58 
9 -1 (60) -1 (70) -1 (26) 1 (500) 1 (2,5) 36,1 1289,29 387,78 
10 1 (90) -1 (70) -1 (26) -1 (300) 1 (2,5) 8,7 120,83 61,44 
11 -1 (60) 1 (110) -1 (26) -1 (300) -1 (1,5) 16,3 227,08 251,55 
12 -1 (60) -1 (70) -1 (26) -1 (300) -1 (1,5) 14,6 202,78 211,30 
13 0 (75) 0 (90) 0 (29) 0 (400) 0 (2,0) 29,7 1060,71 463,09 
14 0 (75) 0 (90) 0 (29) 0 (400) 0 (2,0) 32,9 822,50 413,07 
15 0 (75) 0 (90) 0 (29) 0 (400) 0 (2,0) 32,4 736,36 383,55 
 
 
Como foi utilizado um delineamento de Plackett-Burman, com o objetivo de 
selecionar variáveis mais significativas, o nível de significância foi definido em 10% (p < 
0,1). A Tabela 5, que apresenta os efeitos dos fatores sobre produtividade máxima, indica 
que as variáveis temperatura e agitação são estatisticamente significativas a 10% de 
significância. Apesar da concentração de melaço (p = 0,1236) não ter sido estatisticamente 
significativa, ainda assim ela foi incluída no planejamento fatorial completo subseqüente, 
uma vez que a melhor concentração de melaço no meio ainda não havia sido determinada. 
Analisando a Tabela 5, que apresenta o efeito das variáveis sobre a produtividade 
máxima, verifica-se que um incremento na temperatura e na agitação (nível –1 para +1) 
conduz a uma maior produtividade, enquanto que um incremento nas concentrações de 
melaço levaram a um decréscimo da produtividade. Estes resultados sugerem a necessidade 
de realização de um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), sendo estudadas 
as seguintes variáveis: temperatura; agitação; e concentração de melaço. A concentração de 
água de maceração de milho (AMM) e a aeração não foram estatisticamente significativas 
dentro da faixa estudada. Assim, a concentração de água de maceração de milho foi fixada 





Tabela 5: Estimativa dos efeitos para a produtividade 
 Efeito (U/g.L) Erro padrão t(9) p - valor 
Média 885,32 51,06 17,34 < 0,0001 
Melaço (g/L ART) -193,95 114,17 -1,70 0,1236 
AMM (g/L) -87,61 114,17 -0,77 0,4625 
Temperatura (°C) 414,79 114,17 3,63 0,0055 
Agitação (rpm) 1276,47 114,17 11,18 < 0,0001 




5.1.2 Planejamento experimental completo 
 
Nesta etapa foram estudadas as variáveis concentração de melaço, temperatura e 
agitação através de um planejamento experimental 23, com 6 pontos axiais e 3 pontos 
centrais, mantendo-se fixos níveis de concentração de água de maceração de milho em 70 
g/L e aeração em 1,5 vvm. 
A Tabela 6 apresenta a matriz do planejamento experimental realizado, com os 
níveis codificados e reais, bem como as respostas de produtividades obtidas para as 
amostras onde se obteve as maiores atividades enzimáticas. Verificou-se que neste 





Tabela 6: Matriz do planejamento experimental realizado (níveis codificados e reais) com as 
respostas de produtividades 










1 -1 (40) -1 (30) -1 (500) 22,1 1027,91 548,58 
2 1 (60) -1 (30) -1 (500) 39,7 1345,76 665,27 
3 -1 (40) 1 (34) -1 (500) 34,5 1254,55 877,17 
4 1 (60) 1 (34) -1 (500) 47,6 1487,50 830,90 
5 -1 (40) -1 (30) 1 (700) 30,3 1594,74 810,42 
6 1 (60) -1 (30) 1 (700) 42,6 1935,00 779,00 
7 -1 (40) 1 (34) 1 (700) 29,4 805,48 705,43 
8 1 (60) 1 (34) 1 (700) 51,0 1545,45 870,07 
9 -1,68 (33) 0 (32) 0 (600) 24,1 1338,89 760,80 
10 1,68 (67) 0 (32) 0 (600) 43,1 1596,30 647,46 
11 0 (50) -1,68 (28,6) 0 (600) 27,5 1375,00 565,33 
12 0 (50) 1,68 (35,4) 0 (600) 20,2 561,11 442,13 
13 0 (50) 0 (32) -1,68 (430) 20,6 792,31 406,83 
14 0 (50) 0 (32) 1,68 (770) 32,7 1635,00 667,82 
15 0 (50) 0 (32) 0 (600) 43,2 1964,00 850,59 
16 0 (50) 0 (32) 0 (600) 46,4 1933,33 930,51 




Tabela 7: Coeficientes de regressão do DCCR para produtividade 
 Coeficientes de regressão Erro padrão t(7) p - valor 
Média 1911,91 130,85 14,61 < 0,0001 
Melaço  (L) 302,26 122,89 2,46 0,0435 
Melaço  (Q) -234,06 135,26 -1,73 0,1272 
Temperatura  (L) -319,14 122,89 -2,60 0,0356 
Temperatura  (Q) -587,28 135,26 -4,34 0,0034 
Agitação   (L) 319,57 122,89 2,60 0,0354 
Agitação   (Q) -413,62 135,26 -3,06 0,0184 
Melaço x Temperatura 78,70 160,57 0,49 0,6390 
Melaço x Agitação 132,36 160,57 0,82 0,4370 






Através dos resultados obtidos foi possível determinar os coeficientes de regressão, 
que estão apresentados na Tabela 7. Pode-se observar que não foram significativos o termo 
quadrático da concentração de melaço e as interações entre melaço/temperatura e 
melaço/agitação a 5% de significância. 
A ANOVA para a produtividade, considerando apenas os termos estatisticamente 
significativos, está apresentada na Tabela 8. O F calculado foi maior que o F tabelado a 
95% de confiança e o coeficiente de determinação igual a 80,3% para a produtividade. 
Estes valores são considerados razoáveis para este tipo de processo, permitindo a 
construção das superfícies de resposta apresentadas na Figura . Através dos resultados 
obtidos foi possível obter os coeficientes de regressão de um modelo de 2ª ordem para as 
variáveis codificadas. Os parâmetros estatisticamente não significativos foram eliminados 
do modelo e adicionados aos resíduos. 
 
 
Produtividade = 1762,35 + 302,26.Melaço - 319,14.Temperatura - 518,14.Temperatura2 + 






Tabela 8: Análise de variância para a produtividade 





Regressão 2303388,23 6,00 383898,04 
Resíduos 562776,59 10,00 56277,66 
6,82 
Total 2866164,82 16,00   























































Figura 2: Superfícies de respostas e curvas de contorno para a produtividade como uma função de: (a) e (b) 









Sendo possível obter as superfícies de resposta e estudá-las, verifica-se que as 
melhores condições de temperatura se encontram na faixa de 30 a 32°C e de agitação entre 
600 e 750 rpm. A produtividade é maior para maiores concentrações de melaço dentro da 
faixa estudada, com melhores produtividades em concentrações superiores a 60 g/L de 
ART. Deve-se ressaltar que no primeiro planejamento realizado a concentração de melaço 
apresentou um efeito negativo para a produtividade. Logo, a concentração ótima de melaço 
provavelmente está entre uma faixa de concentração de 60 a 90 g/L de ART. 
Ao término do planejamento experimental, realizou-se um ensaio dentro das 
condições otimizadas, para validação do modelo encontrado. As condições escolhidas para 
o ensaio foram: temperatura de 30ºC, agitação de 650 rpm e concentração de melaço de 60 
g/L de ART. Com o acompanhamento da cinética fermentativa, obteve-se uma 
produtividade de 2008 U/L.h no ponto em que se tem uma atividade máxima, validando 
experimentalmente os resultados obtidos. Neste ensaio, foi encontrado um desvio relativo 
de 6,21%, quantificado como a porcentagem do valor experimental menos o previsto pelo 
modelo em relação ao experimental. Este desvio é bem aceitável, considerando um 
processo que envolve microrganismo. A Figura 2 apresenta a cinética da fermentação 
realizada para a validação do planejamento experimental. 
 
 




5.2 Síntese dos Oligossacarídeos  
 
Ao término da etapa de screening das variáveis, foi realizada uma síntese de 
oligossacarídeos, visando confirmar a real capacidade da enzima para a síntese de 
frutooligossacarídeos. A cinética do ensaio de síntese de FOS realizado está representada 
na Figura 3. Observa-se que a enzima livre utilizada na reação apresenta uma produção 
contínua de frutooligossacarídeos (FOS). Os perfis de concentração de açúcares obtidos 
foram semelhantes aos obtidos por HERNALSTEENS (2006). Ao fim da síntese, obteve-se 















5.3 Estudo da Cinética dos Processos Fermentativos 
 
Durante a efetivação do planejamento experimental, foram realizados 32 ensaios 
fermentativos em diferentes condições (as condições em que os ensaios foram realizados 
podem ser visualizadas na Tabela 9). Para cada ensaio, foram estudadas algumas relações 
entre as variáveis medidas. As fermentações realizadas tiveram um comportamento bem 
semelhante, com exceção da fermentação realizada à temperatura de 35,4 °C (temperatura 
correspondente ao ponto axial do planejamento completo). Desta maneira, primeiramente 





Para as cinéticas apresentadas (Figura 4, Figura 5 e Figura 6), pode-se observar o 
comportamento típico do pH durante o processo fermentativo. Inicialmente, notou-se que o 
pH sofria uma pequena elevação durante a fase de adaptação do microrganismo e em 
seguida diminuía até atingir um mínimo (4,2 - 4,35), através da liberação de ácidos no 
meio. Após esse período, com a redução das fontes de carbono, o pH do meio inverte a 
tendência de queda. A tendência de aumento foi variável, segundo a combinação de 
agitação e temperatura. 
Em temperaturas e agitações mais elevadas, como na Figura 4 (32 °C e 500 rpm), o 
aumento do pH ocorreu de forma rápida, passando de um valor mínimo (4,2) a um valor 
máximo (9,0) em aproximadamente 10 horas para este experimento. Em temperaturas e 
agitações mais baixas, a cinética fermentativa também é caracterizada pelo aumento do pH, 
porém isso ocorre de maneira mais lenta. Na Figura 5 (29 ºC e 400 rpm) observa-se que são 
necessárias aproximadamente 35 horas para que o pH saia de um valor mínimo até atingir 
um valor estável máximo. Na Figura 6, onde tem-se uma agitação de 300 rpm e 









Figura 4: Crescimento, produção de enzima e consumo de substrato por Rhodotorula sp. em processo 




Figura 5: Crescimento, produção de enzima e consumo de substrato por Rhodotorula sp. em processo 







Figura 6: Crescimento, produção de enzima e consumo de substrato por Rhodotorula sp. em processo 
de batelada simples a 26 ºC, 300 rpm, aeração de 1,5 vvm, 60 g/L de ART e 70 g/L de AMM 
 
 
5.3.2 Oxigênio dissolvido 
 
A partir da inoculação, observa-se que o OD cai desde o nível de saturação até 
níveis baixos ainda nas primeiras horas da fermentação. Os níveis de oxigênio dissolvido 
mantiveram-se baixos durante certo período da fermentação, variando de acordo com o 
tratamento. Após este período, constatou-se que os níveis de OD se elevavam bruscamente, 
com leituras consideravelmente maiores. O incremento nas leituras de OD também coincide 




O comportamento do crescimento microbiano foi bem característico para os 
diferentes ensaios realizados (Figura 4, Figura 5 e Figura 6). Após a inoculação, tem-se 
uma fase inicial de adaptação que coincide com o decréscimo dos valores de OD, até que os 
mesmos atinjam um valor mínimo. A seguir tem-se um incremento da biomassa, cuja 
 
 36
duração depende das condições do experimento. Ao se esgotarem as fontes de carbono, não 
se observou um novo aumento nas concentrações de biomassa, indicando que o 
microrganismo não utiliza metabólitos secundários para a produção de biomassa. 
Apesar do comportamento semelhante de crescimento, as concentrações finais de 
biomassa foram bem diferentes para cada ensaio. A Tabela 9 mostra as concentrações finais 




Pela análise da Figura 4, Figura 5 e Figura 6, verifica-se que a velocidade de 
consumo do substrato depende das condições do ensaio fermentativo. A agitação foi um 
fator determinante no consumo do substrato e duração do processo fermentativo. Em 
condições que apresentavam maiores valores de agitação, como na Figura 4, o consumo de 
substrato foi realizado mais rapidamente, e o processo fermentativo terminou em um tempo 
menor. Em condições em que a agitação era baixa, como na Figura 6, o processo 
fermentativo durava um tempo consideravelmente maior, assim como o consumo dos 




















1 90 70 32 300 1,5 28,28 
2 90 110 26 500 1,5 45,63 
3 60 110 32 300 2,5 31,10 
4 90 70 32 500 1,5 34,66 
5 90 110 26 500 2,5 43,94 
6 90 110 32 300 2,5 35,68 
7 60 110 32 500 1,5 25,89 
8 60 70 32 500 2,5 35,45 
9 60 70 26 500 2,5 34,48 
10 90 70 26 300 2,5 37,55 
11 60 110 26 300 1,5 16,83 
12 60 70 26 300 1,5 23,84 
13 75 90 29 400 2,0 42,45 
14 75 90 29 400 2,0 40,08 
15 75 90 29 400 2,0 45,63 
16 40 70 30 500 1,5 26,97 
17 60 70 30 500 1,5 33,15 
18 40 70 34 500 1,5 25,11 
19 60 70 34 500 1,5 37,20 
20 40 70 30 700 1,5 31,20 
21 60 70 30 700 1,5 38,45 
22 40 70 34 700 1,5 21,37 
23 60 70 34 700 1,5 35,73 
24 33 70 32 600 1,5 20,88 
25 67 70 32 600 1,5 32,59 
26 50 70 28,6 600 1,5 31,03 
27 50 70 35,4 600 1,5 6,30 
28 50 70 32 430 1,5 29,13 
29 50 70 32 770 1,5 31,93 
30 50 70 32 600 1,5 28,21 
31 50 70 32 600 1,5 29,35 





Na Figura 7 observa-se que a sacarose é totalmente hidrolisada nas primeiras 10 
horas de fermentação. O microrganismo primeiro utiliza a glicose como fonte preferencial 
de carbono, e após a mesma ser esgotada inicia-se o consumo intensivo de frutose. 
Verifica-se que em 40 horas todo o açúcar presente no meio foi consumido. Na fase inicial 
do processo ocorre acúmulo de etanol até uma concentração de 9,4 g/L e de glicerol em 7,4 
g/L. MENDES (2006) observou comportamento semelhante a este ao trabalhar com K. 
marxianus NRRL Y-7571. O acúmulo de etanol no período inicial pode estar associado 
com a limitação de oxigênio durante a fase de crescimento do microrganismo (Efeito 
Pasteur). Após o acúmulo inicial de glicerol e etanol, estes compostos então começam a ser 
consumidos simultaneamente à frutose. Não foi detectada a presença de acetato nas 




Figura 7: Batelada simples realizada a 32 ºC, 500 rpm, aeração de 2,5 vvm, 60 g/L de ART e 70 g/L de 













Figura 8: Batelada simples realizada a 29 ºC, 400 rpm, aeração de 2,0 vvm, 75 g/L de ART e 90 g/L de 





Figura 9: Batelada simples realizada a 26 ºC, 300 rpm, aeração de 1,5 vvm, 60 g/L de ART e 70 g/L de 









Apesar de algumas variações nas concentrações iniciais de glicerol e de etanol, 
comportamento semelhante foi observado em outras condições realizadas, conforme mostra 
a Figura 8. O mesmo não foi observado para a condição apresentada na Figura 9, que 
possuía uma baixa agitação, onde nota-se que a frutose continua presente no meio por 
praticamente todo o processo fermentativo. 
 
5.3.5 Produção Enzimática 
 
Embora a produção enzimática tenha variado quantitativamente de acordo com as 
condições dos experimentos, ela teve um comportamento uniforme em todos os ensaios 
realizados. Pelos resultados obtidos, observou-se que este comportamento estava associado 
a dois parâmetros. Verificou-se que a atividade enzimática aumentava com a diminuição 
das fontes de carbono, e uma atividade enzimática máxima era observada no momento em 
que as fontes de carbono se esgotavam. Após este pico de produção, a atividade enzimática 
diminuía continuamente até o fim da fermentação. Ao associar-se a atividade enzimática 
com o pH, observa-se que a atividade aumenta até valores de pH entre 7 e 8. Em valores de 
pH superiores a 8, ocorre uma rápida diminuição da atividade enzimática (Figura 10). 
Frutosiltransferase obtida a partir de Aspergillus aculeatus por GHAZI et al. (2007) 
apresentou estabilidade numa faixa de pH de 4,5 a 7,5. Desta maneira, acredita-se que este 
comportamento ocorra devido ao aumento contínuo do pH, que de alguma maneira 
















Figura 10: Evolução da atividade enzimática e do pH para o ensaio realizado a 32 ºC, 500 rpm, 







Pelas análises realizadas para determinação de proteínas, constatou-se que não 
houve uma alteração significativa na concentração de proteínas e aminoácidos nas amostras 
coletadas ao longo dos processos fermentativos, de acordo com a Figura 11, Figura 12 e 
Figura 13. Desta maneira, pode-se presumir que, na ausência de açúcares como substrato, 
estes compostos não foram utilizados como fonte de carbono para o crescimento 





Figura 11: Desempenho da concentração de proteína durante a fermentação a 32 ºC, 500 rpm, aeração 
de 2,5 vvm, 60 g/L de ART e 70 g/L de AMM. 
 
 
Figura 12: Desempenho da concentração de proteína durante a fermentação a 26 ºC, 300 rpm, aeração 





Figura 13: Desempenho da concentração de proteína durante a fermentação a 29 ºC, 400 rpm, aeração 
de 2,0 vvm, 75 g/L de ART e 90 g/L de AMM. 
 
 
5.3.8 Viabilidade Celular 
 
SILVA-SANTISTEBAN (2001), trabalhando com K. marxianus var. bulgaricus 
ATCC 16045 observou que o microrganismo apresentava baixa viabilidade em algumas 
condições fermentativas. Nos processos fermentativos realizados neste trabalho, verificou-
se uma alta viabilidade celular (Figura 14). Durante os dois planejamentos realizados, a 
viabilidade durante as fermentações apresentou valores superiores a 80%. Mesmo em 
fermentações em que o esgotamento do substrato se dava em um tempo mais curto, ou 
naquelas onde se aplicou uma maior agitação a viabilidade celular ainda era alta, 





Figura 14: Viabilidade celular da Rhodotorula sp. em diferentes condições de fermentação. 
 
5.3.9 Estudo do Coeficiente Volumétrico de transferência de oxigênio (KLa) e da Taxa de 
Transferência de Oxigênio (OTR) 
 
Através do método do borbulhamento, foram medidos os valores de KLa para as 
diferentes condições realizadas durante o planejamento. A Tabela 10 apresenta os dados de 
KLa, produtividade e duração do processo fermentativo para cada uma das fermentações 
realizadas. 
Visualiza-se que um incremento na agitação leva a um aumento do KLa, conforme 
descrito por DEMIRTAS et al. (2003). As condições que apresentaram um menor valor de 
KLa correspondem àquelas com menor produtividade. Valores de KLa menores que 80 h-1 
tiveram produtividades abaixo de 500 U/L.h. Acima desse valor de KLa, observa-se que as 
produtividades são maiores que 750 U/L.h (Figura 15). Apenas a condição que possuía uma 
alto KLa, (133,08 h-1), corresponde à fermentação realizada à 35,4 °C, não seguiu esta 































































Figura 15: Variação da produtividade de acordo com o KLa, com cada ensaio identificado 
de acordo com a listagem apresentada na Tabela 9 
 
 
Relacionando-se o KLa com produtividade, nota-se que esta relação é diretamente 
proporcional. O aumento da produtividade com o aumento do KLa pode ser justificado pela 
evolução da cinética fermentativa. Na Tabela 10 observa-se claramente que menores 
valores de KLa acarretaram um aumento do tempo necessário para que ocorresse o fim do 
processo fermentativo (momento em que se esgotam os substratos e ocorre a elevação do 
oxigênio dissolvido). Conseqüentemente, quanto maior o tempo decorrido para o 
microrganismo para atingir uma produção máxima de enzimas, menor a produtividade do 
processo. 
Os resultados para a taxa de transferência de oxigênio (OTR) estão apresentados nas 
Figuras 17, 18 e 19. Observa-se que para cada experimento, a OTR parte de um mínimo 
inicial e eleva-se até atingir a máxima capacidade de transferência de oxigênio no 

















biorreator. Neste ponto de máximo, a curva de OTR atinge um patamar, até que ocorra a 
exaustão de todas as fontes de carbono. A partir daí há uma queda rápida da OTR, 
sinalizando o fim do processo. 
Observando estes resultados, pode-se constatar que as inclinações das curvas de 
OTR antes de atingir a máxima capacidade de transferência de oxigênio são bem 
semelhantes para cada situação. Este comportamento era esperado, uma vez que se 
trabalhou com o mesmo microrganismo em todos os ensaios realizados. ZIMMERMANN 
et al. (2006), trabalhando em seus experimentos com microrganismos diferentes, observou 
que estas inclinações variavam de acordo com o microrganismo utilizado. 
A existência de um patamar na curva de OTR indica uma limitação de oxigênio para 
a fermentação. Esta limitação pode, de alguma maneira, afetar a produtividade do sistema. 
Dentre as três condições demonstradas, é notável que o período de tempo em que a taxa de 
transferência de oxigênio permanece no máximo para a fermentação apresentada na Figura 
16 é bem menor que nas condições apresentadas pelas Figuras 18 e 19, ocasionando um 
menor patamar. Como a OTR é proporcional ao KLa, a referida fermentação desenvolveu-
se num tempo menor e, conseqüentemente, atingiu uma maior produtividade, como 
discutido anteriormente. Segundo ZIMMERMANN et al (2006), proporcionar condições 
para que ocorra a extinção ou a redução da limitação de oxigênio é uma opção interessante, 





Tabela 10: KLa, OTR máxima, produtividade e duração da fermentação para diferentes condições de 








-1) OTR máxima (mol/L.h) 
Produtividade 
(U/L.h) 
Tempo total de 
fermentação (h) 
1,56 227,08 120 300  1,5  26  64,80 
1,24 202,78 90 
300 1,5 32 49,92 1,13 201,39 89 
300 2,5 26 73,70 1,83 120,83 70,5 
1,20 456,94 78 300 2,5 32 53,91 
1,19 291,67 72 
1,92 1060,71 31 
1,95 822,50 34 400 2 29 81,76 
1,84 736,36 36 
430 1,5 32 101,56 2,23 792,31 26 
500 1,5 26 139,03 3,50 861,36 44 
2,37 1888,64 30 500 1,5 32 110,03 
2,54 1845,83 22 
3,60 1384,38 34 500 2,5 26 146,51 
3,30 1289,29 28,5 
500 2,5 32 129,88 3,05 1890,00 21 
2,57 1027,91 22 500 1,5 30 111,00 
2,71 1345,76 30 
2,29 1254,55 23 500 1,5 34 113,50 
2,38 1487,5 25 
600 1,5 28,6 120,46 2,91 1375,00 20 
3,17 1964,00 22 
3,22 1877,27 20 
3,11 1933,33 20 
600 1,5 32 143,20 
3,23 1596,30 22 
600 1,5 35,4 133,08 0,60 561,11 30 
2,86 1594,74 18 700 1,5 30 123,15 
2,84 1935,00 20 
3,04 805,48 30 700 1,5 34 137,25 
3,12 1545,45 33 












Figura 16: Evolução das taxa de transferência de oxigênio ao longo da fermentação a 32 ºC, 




Figura 17: Evolução das taxa de transferência de oxigênio ao longo da fermentação a 29 ºC, 






Figura 18: Evolução da taxa de transferência de oxigênio ao longo da fermentação a 26 ºC, 
300 rpm, aeração de 1,5 vvm, 60 g/L de ART e 70 g/L de AMM 
 
 
Comparando-se as situações apresentadas, pode-se verificar que a taxa de 
transferência de oxigênio máxima alcançada pela condição representada na Figura 16 foi 
maior que as taxas alcançadas pelas condições representadas nas Figuras 18 e 19, uma vez 
que esta condição possuía uma maior agitação e, conseqüentemente, maior valor de KLa 
que outras condições apresentadas. Segundo KENSY (2004), OTR e KLa possuem valores 
proporcionais. Taxas de transferência de oxigênio máximas alcançadas para as diferentes 
fermentações realizadas estão representadas na Tabela 10, onde nota-se que as maiores 
OTR’s alcançadas foram nas condições que apresentaram maiores KLa’s. 
Considerando apenas as fermentações realizadas em uma mesma temperatura e 
aeração (32°C e 1,5 vvv) pode-se fazer um comparativo entre o KLa, a OTR e a 
produtividade. A Figura 19 mostra a evolução destes parâmetros com o aumento da 
agitação. Observa-se a proporcionalidade entre os valores de KLa e OTR, além de se 
constatar o aumento da produtividade com o aumento da OTR e do KLa, sendo que os 
maiores valores de produtividade encontram-se dentro das condições em que a 









5.3.10 Análise da Fermentação realizada a 35,4 °C 
 
Conforme mencionado anteriormente, apenas uma fermentação não possuiu um 
comportamento semelhante às demais. Provavelmente devido a um estresse térmico, a 
fermentação realizada à temperatura de 35,4 ºC (Figura 20) obteve uma cinética bem 
característica.  
Apesar de apresentar um tempo fermentativo muito longo, o comportamento do 
crescimento celular e produção enzimática foram bem semelhantes aos outros ensaios 
realizados. Observa-se que com a redução da fonte de açúcares, o crescimento atinge uma 
estabilidade e há um incremento na produção da enzima, como visto anteriormente. Os 
aspectos que mais chamaram a atenção nesta fermentação foram os comportamentos de pH, 






Figura 20: Evolução da fermentação realizada a 35,4 °C, 600 rpm, aeração de 1,5 vvm, 50 g/L de ART 
e 70 g/L de AMM. 
 
Assim como nos outros ensaios realizados, pode-se observar que o valor de pH sai 
de um valor inicial (4,5), seguido de uma pequena elevação (4,6) atingindo então um valor 
mínimo, de aproximadamente 4,3. Porém, nesta fermentação, o pH não atingiu um máximo 
de pH entre 8 e 9,5. O pH máximo atingido foi um pouco superior a 5.  
Pelos resultados obtidos para a atividade enzimática, constata-se que a quantidade 
de enzima produzida no máximo de atividade foi menor que nos demais ensaios realizados 
no planejamento completo, o que ocasionou na menor produtividade alcançada neste 
planejamento. E também se pode observar claramente aqui uma relação entre o pH e a 
atividade enzimática final alcançada pelo processo fermentativo. Para todas as outras 
condições testadas, foi observado que a atividade enzimática das amostras caía 
drasticamente em valores de pH superiores a 8. Observando a Figura 20, nota-se que o 
mesmo não acontece neste caso. Como o valor final de pH foi de aproximadamente 5, 
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muito próximo ao valor (pH=4,5) em que a enzima apresenta maior estabilidade 
(HERNALTEENS, 2006), não há uma diminuição drástica nos valores de atividade 
enzimática. Desta maneira, o aumento do pH ocorrido durante as outras condições testadas 
pode ser uma possível explicação para a perda de atividade ao longo da fermentação. 
Observa-se que, ao contrário das outras fermentações, onde os valores de oxigênio 
dissolvido atingiam valores mínimos, com a assimilação de todo o oxigênio dissolvido no 
meio, esta fermentação alcançou um mínimo de oxigênio dissolvido de 80%, elevando-se 
com a diminuição do substrato no meio. Este alto valor de oxigênio dissolvido indica uma 
baixa taxa de crescimento celular. Isso pode ser confirmado pelo valor final obtido para a 
biomassa (6,3 g/L) o menor de todas as condições. 
A viabilidade celular apresentou valores muito baixos (Figura 21), comparados 
àqueles encontrados para os outros ensaios, com os valores diminuindo à medida que o 
tempo do processo avançava, mais uma vez indicando algum tipo de estresse associado ao 










Com relação ao consumo de substratos, após 24 h de processo sacarose e glicose 
foram praticamente totalmente consumidas (Figura 22). Observa-se que as concentrações 
de frutose mantiveram-se constantes durante esta fermentação. Mesmo na ausência de 
outros açúcares, o microrganismo não consumiu a frutose presente no meio, indicando que 
o mesmo não assimilou este composto como fonte de carbono. Nesta condição não ocorreu 
um acúmulo inicial de etanol, provavelmente devido à grande disponibilidade de oxigênio 
no meio. Um pequeno consumo de etanol pode ser notado, mas as concentrações desse 
composto ficaram praticamente constantes ao longo do processo. As concentrações de 
glicerol também ficam constantes durante todo o processo, sinalizando que estes compostos 
também não foram utilizados como substrato pelo microrganismo após a redução da 





Figura 22: Batelada simples realizada a 35,4 ºC, 600 rpm, aeração de 1,5 vvm, 50 g/L de ART e 70 
g/L de AMM. (a) Concentrações de glicerol e etanol em g/L; (b) concentrações de sacarose glicose e 









5.4 Fermentações com Controle de pH 
 
Conforme discutido anteriormente, verificou-se um comportamento típico do pH 
nas fermentações realizadas durante o planejamento experimental, e uma possível relação 
entre esta variável e os valores obtidos para a atividade enzimática. Com o objetivo de 
estudar a influência do pH do meio na atividade enzimática ao longo do processo 
fermentativo, foram realizados ensaios com controle de pH. Desta maneira, quatro 
fermentações foram conduzidas com valores constantes de pH em 4,5, 5, 6 e 7, valores 
mantidos constantes após cada fermentação ter atingido um valor mínimo de pH. Para o 
controle do pH foi utilizado HCl 1,0 N. As Figuras 24, 25, 26 e 27 apresentam as cinéticas 




Figura 23: Cinética da produção de frutosiltransferase por Rhodotorula sp. com alimentação de HCl 
1,0 N definida em função do controle de pH do meio a 4,5. Condições: 30 ºC, 650 rpm, aeração de 1,5 









Figura 24: Cinética da produção de frutosiltransferase por Rhodotorula sp. com alimentação de HCl 
1,0 N definida em função do controle de pH do meio a 5. Condições: 30 ºC, 650 rpm, aeração de 1,5 
vvm, 60 g/L de ART e 75 g/L de AMM. 
 
 
Figura 25: Cinética da produção de frutosiltransferase por Rhodotorula sp. com alimentação de HCl 
1,0 N definida em função do controle de pH do meio a 6. Condições: 30 ºC, 650 rpm, aeração de 1,5 






Figura 26: Cinética da produção de frutosiltransferase por Rhodotorula sp. com alimentação de HCl 
1,0 N definida em função do controle de pH do meio a 7. Condições: 30 ºC, 650 rpm, aeração de 1,5 
vvm, 60 g/L de ART e 75 g/L de AMM. 
 
 
Na Figura 23, observa-se que após atingir um valor mínimo, o pH do meio começa a 
aumentar e é então mantido em 4,5 pela adição de HCl 1,0 N. Verifica-se que há um 
contínuo incremento nos valores de atividade enzimática e, ao contrário do observado 
anteriormente, não há uma redução destes valores ao longo do processo. Dentre os três 
ensaios realizados, a fermentação com controle de pH em 4,5 apresentou o maior valor de 
atividade enzimática, 71,0 U/mL. Fixando-se o pH em 5 e 7 (Figura 24 e Figura 26), 
verifica-se uma pequena redução da atividade enzimática. Em pH 6 (Figura 25) observa-se 
uma atividade enzimática constante após alcançar um valor máximo. 
Em todos os ensaios realizados, observou-se uma alta viabilidade celular, superiores 
a 90%, mesmo após a injeção de ácido no meio. Também pode ser observado que a adição 
de ácido não causou perturbações nas leituras de oxigênio dissolvido. 
Assim, através das cinéticas apresentadas, observa-se que, mantendo-se o pH do 
meio constante, atinge-se valores máximos de atividade enzimática sem uma posterior 
redução dos mesmos, indicando assim uma dependência dos valores finais de atividade 
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enzimática com o pH do meio. Desta maneira, o valor de pH do meio de cultura 
desempenha um papel importante na manutenção de altos valores de atividade enzimática, 
e deve ser levado em consideração na realização de estudos posteriores. Uma estratégia de 
controle de pH torna-se uma alternativa interessante para a obtenção de altos níveis de 






Através da análise dos dados experimentais obtidos neste trabalho, foi possível 
concluir que: 
 
• Após a otimização da produtividade da enzima extracelular de Rhodotorula sp. em 
fermentador de bancada, utilizando meio industrial pré-tratado agitados, com a 
realização de dois planejamentos fatoriais seqüenciais (um screening e outro 
completo), verificou-se que a máxima produtividade obtida foi de 2000 U/g.L, na 
condição: melaço 60 g/L de ART, 70 g/L de água de maceração de milho, 
temperatura de 30 °C, 650 rpm de agitação e 1,5 vvm de aeração, com pH inicial de 
4,5. 
 
• A elevação do pH tem uma influência negativa na atividade enzimática das 
amostras ao longo da fermentação. Os maiores valores finais de atividade 
enzimática foram obtidos em fermentações realizadas com controle de pH. 
 
• O microrganismo mostrou boa resistência ao estresse mecânico, apresentando altas 
viabilidades mesmo em condições com alta agitação. 
 
• Os maiores valores de atividade enzimática são observados após o consumo total do 
substrato. 
 
• O tempo de duração da fermentação e a produtividade estão relacionados ao valor 
de KLa e OTR do sistema, com cinéticas fermentativas mais rápidas e maiores 
produtividades em maiores valores de KLa. 
 
• O microrganismo apresentou baixa viabilidade em temperatura acima de 35 °C, com 




7. Sugestões para Trabalhos Futuros 
 
• Fazer um estudo do processo fermentativo variando apenas uma condição do 
processo por vez, para determinação de parâmetros cinéticos. 
 
• Realizar fermentações em batelada alimentada para tentar ampliar a produtividade 
do processo. 
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Figura 27: Crescimento, produção de enzima e consumo de substrato por Rhodotorula sp. em 




Figura 28: Crescimento, produção de enzima e consumo de substrato por Rhodotorula sp. em 




Figura 29: Crescimento, produção de enzima e consumo de substrato por Rhodotorula sp. em 






Figura 30: Crescimento, produção de enzima e consumo de substrato por Rhodotorula sp. em 




Figura 31: Crescimento, produção de enzima e consumo de substrato por Rhodotorula sp. em 




Figura 32: Crescimento, produção de enzima e consumo de substrato por Rhodotorula sp. em 






Figura 33: Crescimento, produção de enzima e consumo de substrato por Rhodotorula sp. em 




Figura 34: Crescimento, produção de enzima e consumo de substrato por Rhodotorula sp. em 




Figura 35: Crescimento, produção de enzima e consumo de substrato por Rhodotorula sp. em 






Figura 36: Crescimento, produção de enzima e consumo de substrato por Rhodotorula sp. em 




Figura 37: Crescimento, produção de enzima e consumo de substrato por Rhodotorula sp. em 




Figura 38: Crescimento, produção de enzima e consumo de substrato por Rhodotorula sp. em 







Figura 39: Crescimento, produção de enzima e consumo de substrato por Rhodotorula sp. em 




Figura 40: Crescimento, produção de enzima e consumo de substrato por Rhodotorula sp. em 




Figura 41: Crescimento, produção de enzima e consumo de substrato por Rhodotorula sp. em 






Figura 42: Crescimento, produção de enzima e consumo de substrato por Rhodotorula sp. em 




Figura 43: Crescimento, produção de enzima e consumo de substrato por Rhodotorula sp. em 




Figura 44: Crescimento, produção de enzima e consumo de substrato por Rhodotorula sp. em 






Figura 45: Crescimento, produção de enzima e consumo de substrato por Rhodotorula sp. em 




Figura 46: Crescimento, produção de enzima e consumo de substrato por Rhodotorula sp. em 




Figura 47: Crescimento, produção de enzima e consumo de substrato por Rhodotorula sp. em 






Figura 48: Crescimento, produção de enzima e consumo de substrato por Rhodotorula sp. em 




Figura 49: Crescimento, produção de enzima e consumo de substrato por Rhodotorula sp. em 




Figura 50: Crescimento, produção de enzima e consumo de substrato por Rhodotorula sp. em 






Figura 51: Crescimento, produção de enzima e consumo de substrato por Rhodotorula sp. em 




Figura 52: Crescimento, produção de enzima e consumo de substrato por Rhodotorula sp. em 




Figura 53: Crescimento, produção de enzima e consumo de substrato por Rhodotorula sp. em 
processo de batelada simples a 30 ºC, 600 rpm, aeração de 1,5 vvm, 50 g/L de ART e 70 g/L de 
AMM. 
 
 
